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(57) Abstract 

The invention relates to a device and method for examining cells using the patch-clamp method. To this end, a flat arrangement of 
a first amount of micro cuvettes is provided for accommodating cells. In addition, a two-dimensional arrangement of a second amount of 
micro pipettes is provided for the application and can be positioned relative to the two-dimensional arrangement of the micro cuvettes in 
such a way that a plurality of cells located in the micro cuvettes can be simultaneously examined. 

(57) Zusammenfassung 

Beschrieben werden eine Vomchtung und ein Verfahren zur Zeliuntersuchung mittels der Patch Clamp-Methode. Dabei kommt eine 
flachige Anordnung einer ersten Anzahl von MikrokQvetten zur Aufnahme von Zellen und eine flachige Anordnung einer zweiten Anzahl 
von Mikropipetten zum Einsatz, die relativ zur flachigen Anordnung der Mikrokiivetten derart positionierbar ist, daB eine Vielzahl von in 
den MikrokOvetten befindlicher Zellen gleichzeitig untersuchbar sind. 
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Zur Zeiluntersuchung mittels cer Patch Clamp- 
Methcde fcesciiwnte Vcrrichtung unci Verfahren 



Beschreibung 

Technisches Gebiet 

Die Erf in dung bezieht sich auf eine zur Zeiiur.ter- 
suchung nittels der Patch C 1 amp-Met hode bestiminte 
Vcrrichtung scwie auf ein cazu bestimnvces Verfahren. 
Weiterhin 1st Gegenstand der Erfindung die Verwendung 
eir.er an sich bekannten bekannten Vorrichtunc zur 
Me s sung bioelektrischer Signale zur Zeiluntersuchung. 

Stand der Technik 

Die Patch Clarr.p-Methode 1st ein Verfahren, uir. bio- 
elektrische Signale, namentlich das elektrische Po- 
tential in Innern einer Zelle und den durch ionische 
Transportprozesse, die scg. Ionenkanaie zustandekom- 
menden Strom durch eine Zellmembran zu messen. 

Mit dies em Verfahren 1st es moglich, den Strom durch 
eine Zelimembran sogar separat fiir einen spezifischen 
lonenkanai zu messen und dadurch Erkenntnisse uber 
die Funkt ionswei se der Zeilmembran zu gewinnen. Mes- 
sungen mithilfe der Patch Ciamp-Me thode werden in der 
Neurowissenschaf z vorgencmmen, urn die Wirkung von 
Pharmaka und Chemctherapeucika auf die Akrivitat von 
Icnenkanaien zu erforschen . 
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Vorrichzuncer. zur Messunc bioelektrischer Sicnale 
sir.d aus cer DE 33 C5 308 Al sowie den US-Psen 4 599 
315, 52 29 153 unci 5 643 742 bekannt. 

Aus cer Patch Clamp-Methoce wurden verschiedene Vari- 
anten er.zwickel t / urn die elektrische Leitf iihigkeit in 
einzeinen Membranabschnit ren zu besrimmen. Fur die 
Untersuchur.g wird die Membrar. einer Zelle, ublicher- 
weise einer Nervenzel ie , mi t einer als Mikropipette 
cier.enden Giaskapiiiare anzusaugt una je nach Varian- 
ce auch curchstofien, um das intrazei lulare Potential 
von typischerweise 1 - 500 pia V mit einer in cer 
Giaskapiiiare befindlichen Elektrode gegenuber einer 
Ref erenzelektrode zu mes sen . Dabei ist die Zelle me- 
chanise:, rest ir.it der Mikropipette verbunden una 
stent uber ihre Membran mit der umcebenden Lcsung in 
Kontakt . 

Genial einer anderen Variante wird ein angesaugrer 
Teil einer Zeiimembran von der Zeile abgetrennt, um 
dann die leitf ahigkeit dieses Membrans tucks (patch) 
zu ermitzein . 3ezuglich der Art der Membr anabzrennung 
sind verschiedene Variances geiaufig, urn das Membran- 
s tuck fur die nachf olgenden Hessungen in beiderlei 
Orientierungen (inside-out patch bzw . outside-out 
patch) an der Mikropipette zu befestigen. 

Die Messunc des Potentials innerhalb der Zelle bzw. 
die Messunc ven Sir omen durch die Zeilmembrar. hin- 
durch erfolgt rr.it Hilfe von Mikroeiektroder., die sich 
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innerhaib der Mikropipette befinden konnen ocer mit 
bekannzen Verfahren wie der Dunnschichttechnik auf 
Subscrazen hercsstel 1c . we roan, auf denen die :u un- 
tersuchenden Neuronen pos i tioniert warden mussen. 

Ob wo hi die Patch Ci amp-Met node sich seit ihrer Ein- 
fuhrung in der Neurowissenschaf t zu einer Rcutinerues- 
sung in neurobio log ischen Labors entwickeit hat, ist 
sie mefitechnisch aufierst anspruchsvcli und erfordert 
bis lane noch eine mikroskopische Kontroiie ces Ein- 
criffs an der zu untersuchenden Zeile. Nachteiiig ist 
dabei vor aiiem, dafi dieses Verfahren fur den Umgang 
mit der einzeinen Nervenzelle ein erhebliches Ge- 
s chick und Feingefuhi sei tens des Operateurs voraus- 
setzt; so muss en die Neurcnen beispielsweise auf ei- 
nem Substrat aufgesucht werden und gegebener.f alls 
auch unmittelbar an Mikroelektroden an der Substrato- 
berflache positionier z werden, uiu die er f order 1 ichen 
Messungen durchf lihren zu konnen. 

Infolge des manuellen Umgang s mit der einzeinen Zelie 
ist die Patch Clamp-Methode bislang mit einem erheb- 
lichen Zeitaufwand verbuncen. Insbescndere bei der 
Untersuchung einer Vielzahl ven Zelien isz dieser 
Nachteil urn so gravierender , ca die Zellen nach ihrer 
Isolierung vom Gewebe raumlich beliebig verteiit sind 
una aus diesem Grunde nur nacheinander aufgesucht, 
olaziert und untersucht werden konnen. 
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Darstellung der Erfindung 

-er Erfindung iiegt daher die Aufgabe zugrunce, eine 
Vorrichtung sowie ein Verfahren anzugeben, rr.ir denen 
mit der Patch Ci amp-Met hode eine Vielzahi vcr. Zellen 
gleichzeicig zu untersucht, die Untersuchung der Zel- 
ien zu autonazisiert una so auf die bisiang erfcrder- 
liche mikros kopische Kontroiie verzichtet werder. 
kann. Ferner soli die Untersuchung einer Vielzahi von 
Zeiier. auf kleinstem P.auni ermdgiicht ur.d schlie.:lich 
der fur die Patch Clanp-Messunc notice Zei taufv/and 
dras-irsch ninirrierz werder:. 

line erf indungsce:ra3e Lcsung dieser Aufgabe :s: fur 
die Vorrichtung i~ Anspruch 1 una fur das Verfahren 
in Anspruch 5 angegeben . 

Weizerbilduncen der Erfindung sir.d Geger.szand der ab- 
hangigen Anspruche . 

Die Aufgabe wird erf indungsgemaii geiost durch eine 
Vorrichtung rr.it einer fiachigen Anordnur.g einer er- 
szen Anzahi von Mikrokiivetten zur Auf r. a hire von Zellen 
una mi- einer fiachigen Ar.crcnung einer zweizen An- 
zahi von Mikropipetzen, die relativ zur fiachigen An- 
ordnung der Mikrckuvetten pcsitionierbar isr, un eine 
Vielzahi in den Mikrokuvezten befindiicher Zellen 
gleichzeicig zu untersuchen. Die Messung der bicelek- 
trischen Signaie erfoigt dabei mitteis der Parch 
C lamp-Met node . 
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lie Auf race w : r d er f ir.cuncsge.-aS ferner durzh eir. 
Verfahrer. celzsz, wcnach eine Vielzahi vcn leilen ar.- 
:ecrd-e: wird und rzirzeis einer Vielzahi vcr. Mikrrpi- 
pezter. eine Vielzahi angecrdneter Zeiien cieichzeizig 
unzersuchz wird. 

Durch die s yszematische raumiiche Au;crdnung 5 owe hi 
der zur Aufr.ah.~e der Zelien beszizuzien Mikrckuvezzen 
als auzh der Mikrccipstten wird es erstmais rzegiich, 
die Fazch Cia-p-Mezhode zu auzcrzazisieren und auf 
diese Weise zeiz- ur.d kzs zer.sparer.d curchzuf ilhren . 
Die zu ur. zersuzhenden Neuronen warder: von einer fia- 
chigen Ancrdnung vcn Mikrckuve tten - in der Regel ein 
Substrar mit gieichma3ig verteiizen Vertiefungen in 
seiner Cberfiache - auf genomnen und so auf exakz be- 
stimrzbaren Pcsizicnen gehalten, line fiachige Anord- 
nung vcn Mikrzpipet ten eraogl icht bei cenauer ?csi- 
rionierur.g gegenuber cer Anor drrung cer in cer. Mikro- 
kiivetten befindiichen Seller, die cleichzeizige Durch- 
fuhrunr einer Vieizahi von linzei- es sungen , die bis- 
lang nur nacheinander und bei giei chzeit icer Seobach- 
tung durch ein Mikrcskcp curchcefuhrt werden konnren. 
Die Mikropipezzen bzw. Mikrokuvezt en konnen auf den 
entsprezhenden riachen auf engs te~ Raum angeordnet 
werden und erncgiichen so den Bau sehr kcrr.pakzer Meft- 
vcrr ichzungen . Die Kuve zzen und Fiperzen v;erden auf 
den da fur vzrgesehenen Flachen vcrzugsweise regeima- 
Sig verzeilr, d.h. sie bilden bei fssterr. gezenseiti- 
gem Abszand ur.-eremander ein cie i zh~.a;l i zes P.aszer. 
Die genaue Ges-eir der ?.as:er wire sich m der Praxis 
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an Grzue unci rcria der Mi kropipetten c:w. der Mikrokii- 
vetter. z r ienz ieren . 

Eine erf ir.dungsgeiaafl bevcrzugte Ausftihrur.es form der 
Vorrichzung sieht vor, dafi die flachige Anordnung von 
Mikrckuvetten ein der flachigen Ancrdnung von Mikro- 
pipetten angepafites, aber in ruindestens einer Rich- 
tung kleineres RastermaB besitzt und dali die Anord- 
nung ven Mikrckuvetten und die Anordnung von Mikropi- 
petten reiativ zueinander seitlich versetzbar sind, 
urn wiezerhclt eine Vieizahl ven Zellen gieichzeitia 
zu untersuchen. 

Im eir.zachszen Fail einer regelmafligen Anordnuno ent- 
sprichz der Abstand benachbarter Mikrckuvetten einem 
ganzzahligen Bruchteil des Abstandes benachbarter, 
gegenuber den Mikrokuvetten grofierer Mikropice t ten, 
wodurch eine wesentlich erhohte Zahi von Zellen 
gieichzeitig auf genommen we r den kann als bei einer 
Anordnung gieich vieier Kiivetten wie Pipezten. Die 
Anzahi gleichzeitiger Messungen ist nur noch curch 
die Grcf:e der Mikropipetten bzw. durch die fur sie 
vorgesehene r iachengrofle begrenzt. Zur Untersuchung 
samtiicher in den Mikrokiivetten befindlicher Zellen 
sieht die entsprechende A.usfuhrungsform des Verfah- 
rens vor, da 5 die Vieizahl von Mikropipetten reiativ 
zu einer Ancrdnung von Zellen versetzt wird und wie- 
derhelz eine Vieizahl angeordneter Zellen un tersucht 
wird. Auf diese Weise kann die er f ir.duna scenic 3 e Viel- 
fachir.es sung m kurzen Zei tabs tanden wiederhclr wer- 
den, chn'e da:3 es eines :wi schenze i 1 1 ichen Ausrausches 
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der Zellen bedarf. Dies fuhrt zu einer weiteren Stei- 
gerung der Durchsatzzahlen . 

Eine weitere Ausf uhrungsform der Erfindung sieht ei- 
nen Mikromctcr zum Posi cionieren und/oder zum Verset- 
zen der Anordnung von Mikrokuvetten und der Anordnung 
von Mikropipetten relativ zueinander vcr. Der Mikro- 
motor zum Absenker. der Mikropipettenanordnung auf die 
Mikrokiivettenanordnung und zum seitlicher. Verfahren 
beider gegeneinander gewahr ieistet mithilfe der heu- 
tiger. Feinir.echanik und Mikrotechnciogie den punkt- 
genauen Kontakt von Neuronen und Piper ten, wodurch 
die vorgestelite Erfindung die erstmaiice Unrersu- 
chung einer Vielzahl von Zellen ermoglicht . Dabei 
kann die P.ipettenanordnung oder auch die Kuvettenan- 
ordnung durch den Mikromotor verfahren warden. 

Eine weitere Ausf Uhrungsform der Erfindung sieht eine 
Zelizufuhreinrichtung und/oder eine Spuleinrichtung 
zum Entfernen von Zellen vcr. Dies fuhrt zu einer 
weiteren Aucomatis ierur.g der Messungen ur.d damit zu 
einer weiteren Zeitersparnis insbesondere im Falle 
einer Vielf achmessung, die die Auf nahr.ekapazitat der 
Kuvettenansasunlung libersteigt. 

Eine weitere Ausf uhrungsform der Erfindung sieht ei- 
nen Filter auf der Ruckseite der Anordnung der Mikro- 
kuvetten vor. Da die zu unter suchenden Zellen von der 
der Pipe t ten anordnung zugewandzen Seize aus in die 
Mikrokuvetten eingebracht werden und die Mikrokuvet- 
ten vorzugsweise in Richtung der Pipetten konisch 
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aufgeweitet sein konnen, urn die Zeilen sicher aufzu- 
nehmen, empfiehlt sich eine Spulung der Kuve'tenan- 
ordnung von der Ruckseite her. In dieses Fall ist ein 
Filter vorteiihaf t , urn ein Verstopfen der Mikrckiivet- 
ten durch kleine Partikel zu verhindern. 

Darstellung der Erfindung 

Die Erfindung wird nachstehend chne Beschrar.kuna aes 
ailgerr.einen Erf indungsgedankens anhand von Ausfuh- 
rungsbeispieien unrer Bezugnahme auf die Zeichnunaer. 
exempi arisen beschrieben, auf die iir. iibrigen r.in- 
sichtiich der Gffenbarung aller im Texr nichz naher 
erlaurerten erf indungsgemaflen Einzeiheicen ausdruck- 
lich verwiesen wird. Es zeigen: 

Figur I einen Querschnitt durch eine' erf indungsge- 
maften Vcrrichtung wahrend der Patch Clamp- 
Messung, 

Figur 2 eine vergrcfier^e Detail ansicht aus Ficur 1, 

Figur 3 einen Querschnitt einer erf i n dungs gemafi en 
Aus fiihrungs form der Vorrichtung, una 



Figur 4 eine perspekti vische Ansicht der erfin- 

dungsgemafien Anordnungen von Mikrckuvetten 
und Mikropipetten. 



Darstellung von Ausf iihrungsbeispielen 

Die Figuren I und 2 zeigen schemac isch eine erfin- 

dungsgemafie Vcrrichtung wahrend der Patch Clamp- 





WO 99/19729 



PCT/EP98/06418 



9 



Me s sung . Eine Mikrokuvet tenanordnunc 1 weist eine 
Vieizahl im Raster angecrd.neter Mikrckuvetten :u: 
Aufnahme einer Vieizahl von Zellen 2 auf . Einige der 
Zelien werden von einer Mikropipettenar.ordnung 3 be- 
rtihrt bzw. vcn den Mikrcpipetten angesaugt. Miz die- 
ser Ar.ordnung von n x n Pipetten konnen n r Messunger. 
gleichzeitig durchgefuhrt werden. 

Figur 3 zeigt eine Aus f uhrungs form der er f indungsge- 
mafler. Vorrichtung mi t einem unterhalb der Mikrckuvet- 
ten bef indiichen Filter 4, gieicht ar.sonsten cer Fi- 



Die raumliche Anordnung der Mikrokuvettenanordnung 
(MKA 5 una der Mikrcpipettenanordnung (M?A) ist in Fi- 
gur 4 dargestellt. Die M?A befindet sich liber der 
MKA, wobei die spitz zulauf enden Of fnungen der Mikrc- 
pipetten der MKA zugewandt sind. Die M?A kann durch 
einer. nicht abgebildeten Mikromotcr reiativ zur MKA 
verfar.ren werden. 

Fur eine ungefahre Einsch&tzung der typischen Abmes- 
sungen der er f indungsgemaften Vorrichtung werden nach- 
stehend ohne jegliche Beschrankung der Al lgemeinheit 
einige exemplarische Zahlenangaben genannt: 

Auf der Mikrokiivettenanordnung von der Grofte eines 
Quadrat zentineters be fir-den sich auf einer Flache vcn 
8 x 8 mm- enziang jeder P.ichtung des quadra tischen 
Rasters 160 Kuvetten una somit insgesamt 25600 Kuvet- 
ten i~ gegersei Ligen Abstand von 50 urn. Die Mikropi- 



gur - . 
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pettenanordr.ung weist auf einer Fiache von mindestens 
2x2 nun : 15 in quadrat ischen Raster angecrdnete Mi- 
kropipetten (Nozzles) zr.it einera gegenseit igen Abstand 
von 400 urn auf. Das Rastermafi der Mikropipettenanord- 
nung entspricht hier also dem achtfachen Rasteriuafi 
der Mikrokiivettenanordnung . Urn alie in der MKA be- 
findlichen Zellen zu untersuchen, kann die M?A in 
beider. Richzungen parallel zuir. MKA in 40 Schritten 
verfahren una cam it in ir.sgesarot 1600 unterschiedli- 
che Positioner, cebracht werden. 

Mikrokuvetzenanordnung sowie Mikropipettenanordnung 
werden mithiife 1 i thogr aphis cher Methoden der Kalb- 
leitertechnik, die Elektroden der MPA in Dunn film- 
technik gefertigt. 

Mikromechanische Strukturen dienen zur Justierung des 
Motors; die Komponenten werden f einmechanisch una mi- 
krotechnisch verbunden. 

Ein Mikroprozessor steuert die Mikroaktoren una er- 
faflt die ar.f aiier.den Mefldaten, die dann elektrcnisch 
ausgewertet werden. 

Mit der erf indungsgemaflen Vorrichtung und dem be- 
schriebenen Verfahren konnen (derzeit) bereits einige 
Tausend Messungen in wenigen Minuter, durchgefuhrt 
werden . 
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Patentanspruche 

1- Vcrrichtung zur Zelluntersuchung mizreis der 
Patch Ciamp-Me thode mit 

einer flachigen Anordnung einer erster. Anzahl 
von Mikrokiivetten (1) zur Aufnahme vcr. Zelien 
<2), und - 

einer flachigen Anordnung einer zweiten Anzahl 
von Mikropipecten (3), die reiativ zur flachi- 
gen Anordnung der Mi krckuve t ten cerar: posi- 
tionierbar ist, dali eine Vielzahi von in den 
Mikrokuvet ten befindlicher Zelien gleichzeitig 
untersuchbar ist. 

2. Vorrichtung nach Anspruch 1, 

dadurch gekennzeichnet, dafi die fiachige Anord- 
nung von Mikrokiivezrer. ein der flachigen Anord- 
nung von Mikrcpipetzen ancepaS tes , aber in minde- 
stens einer P.ichtung kleineres Rasterma!i besitzt 
und daft die Anordnung von Mikrokuvetten und die 
Anordnung von Mikropipet ten reiativ zueinander 
seitlich versetzbar sind, um wiederholt eine 
Vielzahi von Zelien gieichzeitig zu unter suchen . 

3. Vorrichtung nach Anspruch 1 oder 2, 
gekennzeichnet durch einer. Mikrcmotor zur: Posi- 
tionieren und/oder zu_-n Versetzen der Anordnung 
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von Mi krckuve tren und cier Anordr.ur.c vcr. Micropi- 
pet ten reiativ zueinander . 

4. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 3, 
gekennzeichnet curch eine Zellzuf uhreinrichrung 
und/oder eine Spiileinrichtung zum Entferr.er. von 
Zellen . 

5. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 4, 
gekennzeichnet durch einen Filter ; 4 ; auf der 
Riickseite der Ancrdnung der Mikrokuver :e:. . 

6. Zur ZeIlunro rsuc hung mitteis der Patch Clar.p- 
Methode bes tir.rr.zes Verfahren, wonach e ir.e Viel- 
zahl von Zellen (2) angeordnet wird ur.d r.irhilfe 
einer Vielzahl von Mikropipetten (3) eine Viei- 
zahl angeordneter Zellen gleichzeitig ur.zersucht 
wird, 

"7. Verfahren nach Anspruch 6, 

dadurch gekennzeichnet, daii die Vielzahl vcr. Mi- 
kropipetten reiativ zu einer Anordnung v:r. Zellen 
versetzt wird ur.d wiederholt eine Vielzahl ange- 
ordneter Zellen untersucht wird. 

3. Verwendung einer Vorrichtung zur Zei lur.cersuchung 
mitteis der Patch Ciamp-Methode , die 

eine flachige Anordnung einer ersten Anzahl 
von Mikrokiivetzen { i ) zur Aufnahme vcr. Zellen 
(2) und 
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eine fl^chige Anordnung einer zweiten Anzahi 
vcn Mikropipetten (3) aufweist,. die relativ 
zur flachigen Anordnung der Mikrokuvetten der- 
art posiuionierbar ist, da!i eine Vielzahl von 
in den Mikrokuvetten befindlicher Zellen 
gieichzeitig untersuchbar ist. 
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